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論文内容要旨
研究目的
 リン脂質は,細胞内外の隔壁としての細胞膜の主要な構成成分であると同時に,細胞内情報伝
 達物質の前駆体としても重要な役割を担っている。情報伝達物質と結合した受容体タンパク質は,
 さまざまな機構によって細胞膜のリン脂質代謝の変動を導く。数多くの受容体刺激が,ホスフォ
 リパーゼC,ホスフォリバーゼD,ホスフォリパーゼA2,ホスファチジルイノシトールキナー
 ゼ,スフィンゴミエリナーゼ等の酵素活性を変動させる事により細胞機能を制御している。なか
 でも,ホスファチジルイノシトールとそのリン酸化代謝産物の機能は詳細に研究されてきた。ホ
 スファチジルイノシトールトランスファーブロティン(PITP)は酵母から哺乳類に至るまで全
 ての真核生物に存在し,ホスファチジルイノシトール(PI)の輸送に関与する脂質輸送タンパ
 ク質である。PITPは,PIの輸送のみならず,細胞内情報伝達,細胞内タンパク質輪送におけ
 る調節タンパク質として注目されてきている。ヒト及びマウスにおいては,PITPのファミリー
 であるドロソフィラレチナルディジェネレィションB(ショウジョウバエ網膜変成B遺伝子)
 (rdgB)遺伝子産物と高い相同性を持つPITP分子種のM(ママリアン)一rdgB1とM-rdgB2が
 同定され,1999年にヒト(h)M-rdgBβが報告されているが,発達期の中枢神経系における
 PITPの機能,発現局在の知見は未だに不十分である。本研究ではこれら三種のPITP分子のマ
 ウス脳での遺伝子発現を遺伝子組織化学法を用いて詳細に検討し,さらにhM-rdgBβに対する
 マウスのカウンターパートを単離し,アイソフォームである新規のマウス(m)M-rdgBβ1の
 cDNAの同定と構造,機能解析を行った。
研究方法
 [対象]実験には,胎生期,発達期,成熟期の雄マウスBALB/Cを用いた。交配を確認した日
 を胎生0日齢(EO)として,胎生15日齢(E15),胎生18齢(E18),生後0日齢(PO),生後7日
 齢(P7),生後14日齢(P14),生後21日齢(P21),生後49日齢(P49)を用いた。マウスはジエ
 チルエーテルで麻酔後,断頭し,脳及び各末梢組畿を使用するまで一80℃で保存した。
 [方法]hM-rdgBβに対するマウスのカウンターパートをcDNAクローニングにより単離し,
 アイソフォームである新規のmM-rdgBβ1のcDNAの同定と構造解析を行った。その機能解析
 のために,ウェスタンプロット法,ノーザンブロット法,遺伝子組織化学法、,RT-PCR,強制
 発現によるPC12細胞内局在,ELISA法,ブロテインオーバーレイリピッドバィンディングアッ
 セイを用いた。また,他のPITPファミリーの分子種のマウス脳内遺伝子発現局在の解析のため
 に,ノーザンブロット法,遺伝子組織化学法を用いた。
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研究結果
 遺伝子組織化学法では,mM-rdgBlmRNAは,マウス脳の胎生期では外套層に強く発現して
 いた。生後では,嗅球僧帽細胞層,小脳顆粒細胞層,小脳プルキンエ細胞層に強く,嗅球顆粒細
 胞層,大脳皮質,海馬神経細胞層,その他の灰白質に弱く発現していた。mM-rdgB2mRNAは,
 生後早期に初めて大脳皮質に弱く検出され,生後発育が進むにつれて,歯状回顆粒細胞層に明瞭
 に認められた。成熟期では,歯状回顆粒細胞層に強く,嗅球顆粒細胞層,大脳皮質第H層,第皿
 層に中等度,大脳皮質深層,線状体,小脳顆粒細胞層に弱く検出された。mM-rdgBβ及びβ1
 mRNAは,胎生早期に脳室周囲層に発現し,生後早期に視床,橋核に検出され,成熟期に視床,
 橋核に強く,小脳顆粒細胞層に弱く検出された。mM-rdgBβ1mRNAは,胎生早期に脳室周囲
 層に発現し,その後発育の進行につれて小脳顆粒細胞層,脳室上衣層に弱く発現が見られた。今
 回新規にクローニングしたmM-rdgBβ1mRNAは,培養系PC12細胞内の強制発現局在では,
 細胞質,核の両方に発現が見られ,脂質結合活性では,PIのみにしか結合しないという特異性
 が初めて明らかとなった。
結論
 以上の事から,各々のPITPは,マウスの中枢神経系の発達過程において,時間的,空間的に
 特徴ある発現を示しており,神経系の発達,分化,増殖に重要な役割を担う事が示唆された。
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 審査結果の要旨
 背景,目的:ホスファチジルイノシトール(PI)とそのリン酸化代謝産物の機能は詳細に研究
 されている。ホスファチジルイノシトールトランスファープロティン(PITP)は酵母から哺乳
 類に至るまで全ての真核生物に存在し,PIの輸送に関与する脂質輸送タンパク質であり,PIの
 輸送のみならず,細胞内情報伝達,細胞内タンパク質輸送における調節タンパク質でもある。ヒ
 ト及びマウスでは,PITPファミリーのドロソフィラレチナルディジェネレィションB(rdgB)
 遺伝子産物と高い相同性を持つPITP分子種のM(ママリアン)一rdgB1,M-rdgB2,ヒト(h)
 M-rdgBβの報告があるが,発達期の中枢神経系におけるPITPの機能,発現局在の知見は不十
 分で,これら三種のPITP分子の遺伝子発現解析と新規のスプライシングバリアントと考えられ
 るmM-rdgBβ,mM-rdgBβ1の構造,機能解析を行った。
 方法二胎生期,発達期,成熟期の雄マウスBALB/Cを用いた。hM-rdgBβに対するマウスのカ
 ウンターパートmM-rdgBβをcDNAクローニングにより単離し,更にそのアイソフォームで
 ある新規のmM-rdgBβ1のcDNAの同定と構造解析に,ウェスタンプロット法,ノーザンブロッ
 ト法,遺伝子組織化学法,RT-PCR,強制発現によるPC12細胞内局在,ELISA法,プロテイ
 ンオーバーレイリピッドバィンディングアッセイを用いた。また,他のPITPファミリーのマウ
 ス脳内遺伝子発現局在の解析に,ノーザンブロット法,遺伝子組織化学法を用いた。
 研究結果:遺伝子組織化学法では,mM-rdgBlmRNAは,マウス脳の胎生期では外套層に強く
 発現していた。生後では,嗅球僧帽細胞層,小脳顆粒細胞層,小脳プルキンエ細胞層に強く,嗅
 球顆粒細胞層,大脳皮質,海馬神経細胞層,その他の灰白質に弱く発現していた。
 mM-rdgB2mRNAは,生後早期に初めて大脳皮質に弱く検出され,生後発育が進むにつれて,
 歯状回顆粒細胞層に明瞭に認められた。成熟期では,歯状回顆粒細胞層に強く,嗅球顆粒細胞層,
 大脳皮質第11層,第皿層に中等度,大脳皮質深層,線状体,小脳顆粒細胞層に弱く検出された。
 mM-rdgBβ及びβ1mRNAは,胎生早期に脳室周囲層に発現し,生後早期に視床,橋核に検
 出され,成熟期に視床,橋核に強く,小脳顆粒細胞層に弱く検出された。
 mM-rdgBβ1mRNAは,胎生早期に脳室周囲層に発現し,その後発育の進行につれて小脳顆
 粒細胞層,脳室上衣層に弱く発現が見られた。またmM-rdgBβ1mRNAは,培養系PC12細
 胞内の強制発現局在では,細胞質,核に発現が見られ,脂質結合は,PIのみに結合する特異性
 が明らかとなった。
 意義:PITPファミリーの神経系の分化発達に関わる研究の基礎となる仕事であり十分学位に値
 する。
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